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培養胃粘膜細胞に対するインドメタシンの障害の評価
工　敗 血 荻　原　正　示 森　安　史　典
東京医科大学内科学第四講座
（指導：森安史典主任教授）
【要旨】臨床の場において非ステロイド性抗炎症薬（以下NSAIDs）を使用する機会は多い．しかし，
NSAIDsの投与により，消化器特に胃，十二指腸はびらんや潰瘍を発症することがあり，重篤な場合は消化
管出血に至ることがある．胃粘膜への長時間のNSAIDsの暴露についての評価は，臨床血中濃度を無視した
高濃度のNSAIDsによる細胞障害を測定するという実験に頼っていた．今回の実験では，モルモットの初代
培養胃粘膜細胞をフィルター上に長期間培養可能にするシステムを用い，代表的なNSAIDsであるインドメ
タシンの臨床血中濃度における胃粘膜の薬剤暴露を評価した．フィルター上の培養胃粘膜細胞は3日目には
confluentとなり光学顕微鏡にて95％PAS陽性である粘液産性細胞であることを確認した．単層のシート
（monolayer）を形成した細胞間には，透過型電子顕微鏡にてtight－junction，デスモゾームが認められ，極性
を保った細胞系であることが確認された．走査型電子顕微鏡像では培養胃粘膜細胞の細胞表面の超微細形態
が生理的なヒト胃粘膜細胞とほぼ同様であることがわかった．臨床血中濃度5μMを含む50μM，250μMの
インドメタシン刺激により培養胃粘膜細胞の電気抵抗は各々6，4，2時間後より有意に減少をみとめた．各濃
度のインドメタシン暴露による電気抵抗の低下は胃粘膜保護作用のある1μMのテプレノン前処置により
有意に阻止された．
はじめに
　非ステロイド画面炎症薬（以下NSAIDs）は慢性関
節リウマチをはじめとする慢性関節症の治療，疹痛の
治療，発熱の軽減など広範囲に使用されている薬剤で
ある．米国では推定1700万人がほぼ毎日NSAIDsを
服用し，10～20万人に胃潰瘍が生じ，それにより毎年
1～2万人が死亡している’）．臨床上NSAIDsは多くの
副作用を伴うが，その中でも最も高率な副作用は消化
管障害である．近年NSAIDsを継続的に服用し続ける
必要がある患者において，長時間持続的なNSAIDsの
刺激による胃粘膜障害が問題となっている．経口投与
あるいは経直腸投与によって血中に吸収された
NSAIDsの血清濃度と消化管出血とのあいだに有意
な関係があることが報告されている2・3）．しかし現在ま
で実験的にこのことを評価した報告はなく，適切な実
験モデルの提示もなされていない．NSAIDsが体内に
吸収された後の薬物代謝に関しては経時的血清濃度
を含めて詳細に検討されており4・5・6・7・8），代表的な
NSAIDsであるインドメタシン坐薬50　mgを1回直
腸内投与すると，血中濃度は投与直後より急増し最高
血中濃度1．6μg／ml（4．4μM）が2時間ほど持続し以
後漸減し，6時間後，12時間後では各々22μM，2．0μM
となる9）．NSAIDsが胃粘膜細胞に障害を与えるかど
うかに関して検討したこれまでのin　vitroの報告は10
～100μMといった高濃度で，臨床血中濃度を反映し
ておらず，また数時間の観察のみであり，臨床血中濃
度における検討は現在まで行われていない．
　NSAIDsの薬物動態の報告から血中濃度は数時間
維持されることが判明しているため9），持続的な
NSAIDsの刺激が胃粘膜細胞に与える影響も経時的
に検討しなくてはならない．長期間の低濃度インドメ
2002年2月13日受付，2002年3月ll日受理
キーワード：培養胃粘膜細胞，インドメタシン，電気抵抗
（別刷請求先：〒160－0023　東京都新宿区西新宿6－7－1東京医科大学内科学第四講座　工藤　拓）
（1）
2002年5月 工藤他2名：培養胃粘膜細胞に対するインドメタシンの障害の評価 一　219　一
タシン暴露による胃粘膜障害の評価に適した実験系
として，我々はモルモットの培養胃粘膜細胞を用い
た．コラーゲン1でコートしたフィルター上にモル
モットの初代培養胃粘膜細胞をconfluentに培養し
た．この培養胃粘膜細胞は平均して約18日間維持さ
れる．上皮細胞の電気抵抗は，粘膜の透過性や障害の
程度を含め，上皮細胞の健全度を示唆することが知ら
れている10・11・12，13）．
　インドメタシンの培養胃粘膜細胞に与える障害作
用に関しては，直接障害作用の検討として細胞内への
trypan　blueの取り込み，あるいはcyclooxygenase（以
下COX）活性を介したprostaglandin（以下PG）合
成阻害作用に注目した報告が多いが，培養胃粘膜細胞
の透過性を検討したものはない．筆者はフィルター上
の培養胃粘膜細胞の電気抵抗を臨床血中濃度に基づ
いた濃度に設定したインドメタシンの刺激前後で経
時的に測定し，インドメタシンによる障害程度を評価
した．
　培養胃粘膜細胞の細胞間結合に対するインドメタ
シンの持続的な影響を検討するため，刺激濃度は細胞
壊死を起こさない範囲かつ臨床血中濃度に基づいた
濃度5μM14）を含む50μM，250μMに設定した．ま
た，胃粘膜保護剤であるテプレノン；geranylger－
anylacetone（GGA）の効果もあわせて検討した．
材料及び方法
　1．試薬と培地
　15mM　HEPES　buffer含有D－MEM／F－12（Dulbec－
co’s　Modified　Eagle　Medium）と同HEPES　buffer非含
有D－MEM／F－12，25　mM　HEPES　buffer含有MEM
（Minimum　Essential　Medium）と同非含有MEM，既製
のペニシリン（100U／ML）一ストレプトマイシン（100
pt、g／ml）混合液，胎児牛血清はGIBCO　BRL（LIFE
TECHNOLOGIES　OR［IENTAL社，東京）より購入し
た．インドメタシン，dimethylsulfbxide（DMSO），
trypsinはWako　Pure　Chemical，　Ltd．（大阪），コラゲ
ナーゼS－1を新田ゼラチン社（大阪）より，孔径0．4
μmのフィルター（Millicell－CM），電気抵抗測定装置
Millcell－ERSは日本ミリポア社（東京），12穴細胞培養
プレートは住友ベークライト（東京），プロナーゼを科
研製薬（東京），牛血清アルブミン（BSA，　fraction　V）
はMiles　Laboratories（Kankakee，　IL，　U．S．A．）より購i
如した．コラーゲンはRat　tail　collagen（Type　l）を
Collabolative　Biomedical　Products（NY）より購入し
た．ヘモサイトメータは（株）エルマ東京よりThoma
式ヘモサイトメーターNo，　J8691を購入した．
　2．胃粘膜細胞の分離と培養
　胃粘膜細胞は体重250g前後のHartley種雄性モル
モットを用いて以下に示すごとく無菌的に分離した．
モルモットをクリーンベンチ内で開腹し，胃を破らな
いように切り出し，シャーレにいれたHEPESを含む
MEMで血液を洗浄して切り口からピンセットをさし
込み，内壁の一部をつかんで引き出し反転させ粘膜を
露出させる．シャーレ内にてMEMで粘液を洗浄後，
幽門前庭部，食道胃接合部で切断し，絹糸にて固く結
び曲部をバーナーで熱したピンセットで焼灼する
（線維芽細胞の混雑を防ぐため）．絹糸にてプロナーゼ
20mg，　MEM　50　mlの入った試験管につるし，37．Cで
振塗しながら5分間消化する．これを3回繰り返した
あとに，コラゲナーゼ40mg，　MEM　50　mlで振盟しな
がら消化，遠心分離する．あらかじめフィルターをコ
ラーゲン1処理しておき，各フィルターを細胞培養プ
レート穴に置く．得られた細胞を各々のフィルター上
に培養する．D－MEM／F－12（6mM　HEPES含有：
HEPESなしを2：3に混合）培養液と伴に37℃，5％
CO、インキュベーターで初代培養する．
　3．形態学的な観察
　培養2日目に細胞が接着したことを確認し，20％胎
児牛血清培地を含む（D一一MEM／F－12）培養液をフィ
ルターの両側に入れて交換する．こうして得られた初
代培養細胞は，毎日培地を交換しながら培養すると，3
日でconfluentとなる．　confluentな培養胃粘膜細胞を
光学顕微鏡にて確認した後，D－MEM／F－12にて浮遊
細胞を洗浄して取り除き，periodic　acid　Schiff（PAS）
染色にて粘液穎粒を染色し，galactose　oxidase－Schiff
（GOS）染色とparadoxical　concanavalinA（PCS）染
色にて陰窩細胞と副細胞を鑑別した．各時期の培養胃
粘膜細胞をtrypsin処理し深度1／10mm，1／400　sqmm
のThoma式ヘモサイトメーターにて細胞数をカウン
トした．
　また透過熱電子顕微鏡，走査型電子顕微鏡による観
察もおこなった．前処置を以下に示す．
1 透過型顕微鏡
　a 0 lMカコジレートバッファーにて洗浄．b．2％
グルタールアルデヒド／0．IMカコジレートバッ
ファーにて前固定．c．0．lMカコジレートバッファー
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にて洗浄．d．1％OsO4／0．IMカコジレートバッ
ファーにて後固定．e．0．lMカコジレートバッファー
にて洗浄．f，エタノール脱水系列にて脱水．　g．エタ
ノール：エポキシ樹脂1：1混合語に置換．h．エポキ
シ樹脂に置換．i．エポキシ樹脂に包埋，重合．　j．ウル
トラミクロトームにて切片作製．k．酢酸ウラン水溶
液，クエン酸鉛染色液にて2重染色．透過型電子顕微
鏡JEM－1010を用い，加速電圧100　kVの撮影条件にて
観察した．
　2）走査型電子顕微鏡
　固定，脱水までは透過型顕微鏡の処理のa～fと同様
に行った．乾燥はJCPD－5臨界点乾燥装置，導電処理
ありIBS（イオンビームスパッター）にて5mmのプ
ラチナコーティングを施した．走査型電子顕微鏡
JSM－6301Fを用いて，加速電圧5kV，試料傾斜30度
に検出信号は二次電子像の撮影条件にて観察した．
　4．薬剤不投与時における培養胃粘膜細胞の経時変
　　化
　薬剤不投与の電気抵抗を18日間測定した．D－
MEM／F－12にて浮遊細胞を洗浄して取り除いた後，胃
粘膜培養細胞をtrypsin処理しThoma式ヘモサイト
メーターにて細胞数を測定した．
　5．薬物による培養胃粘膜細胞障害の言羽面
　培養3日目の細胞を用いて各種薬剤をフィルター
の外側のみに入れ，細胞の電気抵抗を37℃にて経時
的に測定することにより障害程度を評価した．培養胃
粘膜細胞の電気抵抗は各フィルターの電気抵抗の平
均値よりblankのフィルターの電気抵抗値を減じた
値に更にフィルターの面積を乗じた値とした
（Ωcm2）．観察期間内で細胞の壊死が生じないことは
trypan　blueの細胞内への取り込みを認めないことに
より確認した．
　1）インドメタシンによる培養胃粘膜細胞の障害
　lmM以上のインドメタシンによる刺激にて培養胃
粘膜細胞は2時間以内に壊死し始めることが既に報
告されているため15），我々は濃度を低く設定し250
μMにて6時間，50μMにて8時間，5μMにて12時
間各々経時的（60分毎）に電気抵抗を測定した．コン
トロールとして溶媒DMSOによる電気抵抗を測定し
た．
　2）テプレノンによる培養胃粘膜細胞の保護作用
　胃粘膜保護作用のあるテプレノンを用いてインド
メタシン刺激に対する細胞保護作用を評価した．テプ
レノンは既報15，16）により1μM，2時間の前処理にてそ
の細胞保護作用が最大になることより，この濃度にて
細胞の電気抵抗を測定した．また以上の実験における
薬剤の効果の評価は，DUNNETの多重比較検定を用
いp＜0．01を有意差ありとした．
結 果
　1．細胞形態の観察
　2×105個の細胞をコラーゲン1処理したフィル
ターに培養すると光学顕微鏡観察にて3日目には
confluentとなり1フィルターあたり0．7±0．9×10s個
（平均±SD，　n＝18）の細胞が付着した．培養3日目の
細胞は90％が大型のGOS陽性穎粒をもつ陰窩細胞で
あり（結果参照せず）さらにPAS染色にて95％が陽
性であり粘液産生細胞であることを確認した．しかし
副細胞に存在するPCS陽i生塗粒をもつ細胞は1％以
下であった（結果参照せず）．フィルター上の培養胃粘
膜細胞のほとんどが粘液産生細胞であることはプラ
スチック上の同細胞の結果17）とほぼ同じであった．培
養15日目の3㎜倍の透過電子顕微鏡像にて細胞径
約7μmで球形の立体構造を保った単層の細胞縦列
（Fig．1）を認めた．細胞間では36㎜倍の観察にて
tight－junctionとデスモゾーム（Fig．2）を認めた．同日
の3㎜倍の走査電子顕微鏡像にてベンゼン宝算の構
造を持つ細胞を確認した（Fig．3）．また50000倍の観
察にて細胞表面には様々な長さのドアノブ様構造を
伴った微絨毛様（Fig．　4）の集籏が散見され，20000倍
にて一部長い径を持つものも認めた（Fig．5）．インド
メタシン投与後の観察にて細胞の剥離後と見られる
領域が散見しており剥離部分下にコラーゲン1の
コートが認められた．
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Fig．1　Transmission　electron　microscopy　of　guinea　pig　gastric
　　　epithelial　cell　monolayer　in　filter　at　IO　days　of　observa－
　　　tion．　The　epithelial　cells　are　attached　and　form　round
　　　features，　same　as　seen　in　vivo　（magnification　×3000）．
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Fig．2　Thin　section　of　confiuent　mucous　cell　grown　on　cell
　　　insert．　Higher－magnification　view　of　tight　junctions
　　　between　adjacent　cells　and　also　desmosomes　were　seen
　　　（magnification　×36000）．
Fig．5　Several　knob－like　microvilli（100　nm　in　diameter）with　a
　　　rough　surface　were　seen　scattered　in　some　parts　of　the
　　　area，　whereas　rather　longer　ones　were　observed　else
　　　where　（1　pt　m　or　more）．
Fig．3　Scanning　electron　microscopy　of　guinea　pig　gastric
　　　epithelial　cell　monolayer　in　filter　at　10　days　of　observa－
　　　tion．　Cells　were　attached　with　tight　contact　to　each
　　　other　and　formed　polygonal　shape．
Fig．4　Higher－magnification　view　showed　microvilli　of　various
　　　lengths　in　the　mucous　cell　surface．
　2．薬剤不投与時における培養胃粘膜細胞の経時変
　　　化
　添加薬剤なしの培養胃粘膜細胞は培養液を連日交
換の条件において7日目に最大電気抵抗値1384Ωcm2
となりlo日目以後漸減した（Fig．6）．培養18日間の
電気抵抗の平均値は838±12Ωcm2であった．この間
の細胞数も4日目より18日まで減少を認めず（結果
参照せず），全ての期間において細胞内へのtrypan
blueの取り込みは認めなかった．
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Fig．6　Time　course　of　increase　and　decrease　in　epithelial　cell
　　　monolayer　resistance（R）．　Maximal　volumes　of　R　were
　　　between　day　8　and　10，　with　an　average　of　838±12　flcm2．
　　　Values　are　means±SE．　（n＝12）
　3．インドメタシン刺激による培養胃粘膜細胞の電
　　　気抵抗の変化
　250μM，50μM，5μMの各濃度のインドメタシン刺
激においては各々2，4，6時間後から電気抵抗は有意な
低下をみとめた（Fig．7，8，9）．
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Fig．7　Effect　of　250　pt　M　indomethacin　on　electrical　resistance
　　　　of　cultured　guinea　pig　gastric　mucosal　cells．　The
　　　　monolayer　resistance　decreased　time　dependently．
　　　　Electrical　resistance　showed　rapid　decrease　compared　to
　　　　the　control　2　hours　after　administration．　Monolayer
　　　　resistance　with　1　ptM　concentration　of　GGA　showed　a
　　　　smaller　decrease　compared　to　with　indomethacin　alone
　　　　（statistically　significant）．　Six　hours　after　measuring　the
　　　　resistance，　monolayer　resistance　with　indomethacin
　　　　alone　showed　a　rapid　decrease　（less　than　500／o　ofcontrol）
　　　　whereas　addjtion　of　GGA　showed　values　of　around　70％
　　　　of　controls．
　　　　mean±S．E．　（n＝5）　＊　：　P〈O．Ol　vs．　control，　g：　P〈O．Ol
　　　　vs．　guinea　pigs　given　indomethacin　alone
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Effe t　of　50　p 　M　indomethacin　on　electrical　resistance　of
cultured　guinea　pig　gastric　mucosal　cells．　Electrical
resistance　showed　rapid　decreasing　compare　to　the　con－
trol　after　4　hours　of　administration．　Monolayer　resis一一
tance　with　1　ptM　concentration　of　GGA　showed　a
smaller　decrease　than　with　indomethacin　alone　（statisti－
cally　significant）．　Six　hours　after　measuring　the　resis－
tance，　mo olay r　resistance　of　materials　with　indometh－
acin　al ne　s owed　rapid　decrease　（less　than　5090　of
control）　whereas　addition　of　GGA　resulted　in　values　of
around　80％　those　of　controls．
mean±S．E．　（n＝5）　＊　：　P〈O．Ol　vs．　control，　S：　P〈O．Ol
vs．　guinea　pigs　given　indomethacin　alone
　4．インドメタシン刺激によるテプレノン前処理培
　　　　養胃粘膜細胞の電気抵抗の変化
　250μM，50μM，5μMの各濃度のインドメタシン刺
激時における電気抵抗の減少は1μMのテプレノン
前処理により有意に阻止された（Fig．7，8，9）．
　全ての実験：期間内において培養胃粘膜細胞内への
trypan　blueの取り込みは認めなかった．
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　NSAIDsは慢性関節リウマチをはじめとする慢性
関節症の治療をはじめ消炎，鎮痛の目的に臨床的に繁
用されている．またステロイド薬に比べ使用時の簡便
さに優れていることより，臨床において欠かすことの
できない薬剤となっている．しかしアスピリン，イン
ドメタシンを代表とするNSAIDsに高率に急性胃粘
膜障害が発症することは近年問題となっており，これ
がひいては上部消化管の出血原因になることも重要
視されている．Al－Assiらの報告によると出血性胃潰
瘍25症例のうち84％の21例ではNSAIDsを服用し
ており，また出血性十二指腸潰瘍21例のうち62％の
13例でNSAIDsを使用していた18）．多くの報告で消化
管出血とNSAIDsとの関連が指摘されているが，
NSAIDsを継続的に使用し続ける必要がある患者は
Fig．　9
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Effect　of　5　pt　M　indomethacin　on　electrical　resistance　of
cultured　guinea　pig　gastric　mucosal　cells．　Electrical
resistance　showed　a　rapid　decrease　compared　to　the
control　6　hours　after　administration．　Monolayer　resis－
tance　with　addition　of　GGA　decreased　less　than　with
indomethacin　alone　（statistically　significant）．　Twelve
hours　after　measuring　the　resistance，　monolayer　resis－
tance　with　indomethacin　alone　showed　a　rapid　decrease
（less　than　50％　of　control）　whereas　addition　of　GGA
resulted　in　values　of　around　800／o　those　of　controls．
mean±S．E．　（n＝5）　＊　：　P〈O．Ol　vs．　control，　g：　P〈O．Ol
vs．　guinea　pigs　given　indomethacin　alone
存在するため，長時間の持続的なNSAIDsの暴露によ
る胃粘膜障害の機序，またその防御の究明が早急に求
められている．NSAIDsの胃粘膜障害の機序に関する
実験は数多く報告されている．Lichtenbergerらは胃粘
（5）
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下被蓋上皮細胞の上皮側にリン脂質で構成された疎
水層が存在することを発見し，この疎水層がH＋の逆
拡散を防ぐ役割を担っている可能性，さらにアスピリ
ンがこの疎水層におけるバリアーを脆弱化させる可
能性を示唆した19）．一般的に消化管上皮細胞の細胞間
tight－junctionは有害な薬剤に特に影響を受けやすい
ため，腸上皮のエネルギー産生が低下した時に，最初
に影響される部位とされている20）．この正常な細胞間
構造の崩壊により，大きな分子が消化管粘膜へ透過す
るようになる．水溶性分子が受動的に消化管に浸透す
る程度を透過性とよぶが，MeyerらはNSAIDsが胃粘
膜の透過性を充進し胃粘膜の被蓋上皮細胞間のtight－
junctionを脆弱化させることを報告している21・22）．
NSAIDsにPGの生合成酵素COX阻害作用のあるこ
とがVaneにより報告されると23），胃粘膜におけるPG
の欠乏がNSAIDsによる胃粘膜障害の機序として注
目された．その結果PGが胃粘液の産生，分泌を高め
ること，またPGの欠乏が多くの正常な細胞間構造の
崩壊をおこし大きな分子が消化管粘膜へ透過するよ
うになることが報告された24）．COXにはCOX　1と
cox2の2つのisofo㎜が存在することが判明し，正
常胃粘膜に存在しないが炎症時に発現するCOX2を
特異的に阻害するNSAIDsの研究が進められてい
る25）．Teranoらはプラスチック上に胃粘膜上皮細胞を
培養し，in　vitroにおけるアスピリンの細胞障害性を検
討し10mMでの直接的な細胞障害を報告してい
る26）．以後このような直接的な細胞障害を評価する報
告が多数見られるようになった．しかし現在に至るま
で，吸収されたあとの血中のNSAIDsが細胞自体への
直接障害作用をもつか否かの議論は不充分であり，そ
のことを明らかにする必要性があると考えられた．既
報の実験でのNSAIDsの使用濃度は，臨床血中濃度を
反映しない10～100　Pt　M以上の高い濃度と数時間の観
察のものばかりであった27・28）．胃粘膜のインドメタシ
ン暴露による影響を長時間にわたって評価した報告
はなく，その理由として臨床血中濃度のような低濃度
では効果発現に長時間を要し，それに耐えられる簡便
な培養モデルの開発が未だ十分ではなかった点があ
げられる．さらに近年，細胞間のtight－junctionの存在
が細胞障害において重要な役割をもつことが判明
し25），より生理的な培養細胞としてtight－junctionが存
在する三次元的に極性を保った培養モデルが求めら
れるようになった．代表的な培養モデルであるプラス
チック上培養胃粘膜細胞では，上皮側と基底側にわか
れた細胞極性を保つことが困難であり細胞極性に乏
しいといえる．このためコラーゲンゲルなどを用いて
極性を維持しようとする試みもなされた29）・30）．フィル
ター上に三次元的に培養された上皮細胞は長期間に
わたり構造，機能的に細胞極性を保持していることが
小腸細胞23）をはじめとした子宮粘膜細胞31）など種々
の細胞32・33）にて報告されている．このため筆者はコ
ラーゲンにてコートしたフィルター上にモルモット
初代培養胃粘膜細胞をconfiuentに培養し，電子顕微
鏡下に形態の観察を行った．透過型電子顕微鏡下で
tight－junction，デスモゾームを認め細胞極性を保った
細胞であることを確認し，さらに走査型電子顕微鏡で
の観察にて，ベンゼン環に類似する索状に配列した上
皮細胞を認めた．細胞表面の超微細形態は生理的な胃
粘膜上皮細胞とほぼ同様と考えられた34）．また3㎜倍
の倍率の観察にて様々な長さのドアノブ様構造を
伴った長径約100nmの微絨毛の集籏が散見された．
これらはRichardらの報告を裏付けるものである35）．
長径約1．0μmのものを散見したがKasuga32）らの報
告にあるいわゆるMucus　granulesとして明らかなも
のは認めなかった．フィルターに類似したコラーゲン
カップを用いてモルモットの胃粘膜を培養し透過型
電子顕微鏡にてtight－j　unctionを観察したRattner33）の
報告があるが，走査型電子顕微鏡での観察はない．薬
剤不添加時の培養胃粘膜細胞における電気抵抗の経
時的変化は7日目をピークとし10日目以降漸減した
が，観察期間内に細胞数が減少することは無かった．
また，プラスチック上培養胃粘膜細胞は血清添加培養
液にて約3日後に剥離するが17），今回用いたフィル
ター上培養胃粘膜細胞は細胞上皮側と基底側におい
て栄養物の吸収，代謝産物の排出が可能であり生理的
条件に近い健全度が維持されることを示している．こ
のviabilityの安定した培養胃粘膜細胞の電気抵抗を
測定することにより，臨床に近似した持続的な薬剤暴
露の影響が，長時間経時的に観察可能となり，薬剤に
よる消化管透過性の評価に適したモデルと考えられ
た．また，臨床血中濃度5μMを含む50μM，250μM
のインドメタシン刺激による培養胃粘膜細胞の電気
抵抗は濃度依存性に減弱した．臨床血中濃度に準ずる
低濃度においても胃粘膜の障害が客観的に捕らえら
れ，これは細胞間結合が徐々に脆弱化していく経過を
経時的にあらわしていると考えられる．また実験期間
内においてtrypan　blueの細胞内への取り込みが認め
られなかったことから，臨床血中濃度のインドメタシ
（6）
一　224　一 東京医科大学雑誌 第60巻第3号
ンによる障害は細胞の壊死によるものではなく，細胞
間のtight－junctionの脆弱化が示唆された．
　　胃粘膜細胞を保護する薬剤のひとつにテプレノン
がある．テプレノンは上部消化管の潰瘍治癒を促進す
るが，テプレノン自身はビタミンAより抽出された物
質であり実験的にエタノール，アスピリンやインドメ
タシンにより作成された潰瘍に対して胃酸分泌と関
与せず胃粘膜を保護することが知られている．テプレ
ノンは胃粘膜細胞に直接作用して熱ショック転写因
子を活性化し，ストレス蛋白；heat　shock　protein（以
下HSP）を誘導する分子シャペロンとしての作用が
あることが示されている’6）．今回の実験では低濃度の
テプレノンの前処理においても，インドメタシンの刺
激による細胞間透過性の四四を阻止した．このテプレ
ノンの強力な細胞保護作用は粘液の産生刺激作用に
加えてHSPの誘導を介した現象と推測される16）．今
後HSPの合成阻害剤であるシクロヘキサミドやケル
セチンを使用して確認する必要がある．
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Effect　of　indomethacin　on　guinea　pig　cultured　gastric
　　　　　　　　　　　　　　　mucosal　cells　on　filter　inserts
Taku　KUDO，　Shouji　OGIHARA，　Fuminori　MORIYASU
Fourth　Department　of　Internal　Medicine　Tokyo　Medical　U　niversity
Abstract
　　The　clinical　use　of　non－steroidal　anti－inflammatory　drugs　（NSAIDs）　has　been　associated　with　numerous　side　effects，　the　most
important　in　fi”equency　and　clinical　impact　being　gastrointestinal　（GI）　disturbance．　Numerous　anicles　have　been　published
examining　the　gastric　damage　caused　by　NSAIDs．　However，　there　is　no　suitable　experimental　model　to　assess　the　effect　of
clinical　serum　concentration　of　NSAIDs　on　gastric　epithelial　cells．
　　The　epithelial　cells　that　are　cultured　on　filter　inserts　have　been　known　to　facilitate　development　of　structurally　and
functionally　distinct　apical　and　basal　domains．　The　electrical　resistance　of　epithelial　cells　in　culture　refiects　cell　monolayer
health　including　permeability　and　cell　confluence．
　　In　this　report，　we　set　various　concentrations　of　NSAIDs　（250　pt　M，　50　pt　M，　5　pt　M）　as　a　lower　serum　concentration　in　patients，
and　measured　the　change　in　transepithelial　resistance　of　cultured　guinea　pig　gastric　epithelial　cells　grown　to　confluence　on
collagen－coated　transparent　biopore　membrane　inserts　（Millicell－CM）．　The　electrical　resistance　of　the　monolayer　of　the
cultured　cells　significantly　decreased　concentration－dependently　when　continuously　exposed　to　indomethacin．　ln　addition，
serum　concentration　of　teprenone，　as　a　drug　to　protect　gastric　mucosa　against　damage　induced　by　NSAIDs，　completely
inhibited　the　depression　of　the　electrical　resistance　caused　by　clinical　serum　concentration　of　the　indomethacin．
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